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A família Polyomaviridae é composta por vírus de pequenas dimensões que, após 
infectarem o hospedeiro, permanecem em estado latente. No entanto, em situações de 
imunossupressão, têm capacidade de induzir sintomatologia e/ou doença no hospedeiro. 
O Poliomavírus JC (JCV), o Poliomavírus BK (BKV) e o Poliomavírus MC (MCV), 
encontram-se associados à Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva, à Nefropatia 
Associada a Poliomavírus e ao Carcinoma das Células de Merkel, respectivamente. 
Relativamente aos Poliomavírus KI (KIV) e WU (WUV), ainda não foi estabelecido um papel 
etiológico. 
Devido à importância clínica do JCV e do BKV, bem como à necessidade de aprofundar 
o conhecimento sobre os novos Poliomavírus, é fundamental desenvolver e implementar 
metodologias sensíveis e específicas para o seu diagnóstico e caracterização molecular. 
Os objectivos deste trabalho foram o desenvolvimento e a optimização de metodologias 
de biologia molecular, para a detecção e quantificação destes vírus, bem como a 
caracterização molecular dos Poliomavírus JC e BK, de forma a determinar a proporção dos 
diferentes tipos circulantes. 
Foram desenvolvidas e validadas metodologias para a detecção do BKV (sensibilidade e 
especificidade de 100%), KIV, WUV e MCV e para a quantificação do JCV e do WUV 
(especificidade de 100% e sensibilidade na ordem das 10 cópias/µl). A caracterização 
molecular permitiu identificar, no caso do JCV, os tipos 1B, 2A, 2B, 3A e 4 e, no caso do 
BKV, os tipos Ib-1, Ib-2, II e IV. Os tipos mais prevalentes foram, respectivamente, o 1B 
(56,0%) e o II (62,5%). 
O desenvolvimento e a optimização de técnicas de biologia molecular para o 
diagnóstico e estudo dos Poliomavírus, assumem uma relevância particular, pois são métodos 
de diagnóstico não invasivos e com uma sensibilidade e especificidade superiores às dos 
métodos convencionais, nomeadamente da imagiologia, citologia e histologia. 










Polyomaviridae comprises small dimension viruses, which stay in a latent phase after 
primary infection. However, in immunossupressed individuals, they are able to induce 
symptoms and/or disease.  
JC polyomavirus (JCV), BK polyomavirus (BKV) and MC polyomavirus (MCV) are 
associated to Progressive Multifocal Leukoencephalopathy, to Polyomavirus-Associated 
Nephropathy and to Merkel Cell Carcinoma, respectively. An etiological role was not yet 
established for the KI and WU polyomavirus (KIV and WUV).  
 Due to the JCV and BKV clinical relevance, as well as the need to extend the 
knowledge about the new polyomaviruses, it is crucial to develop and implement specific and 
sensitive methodologies for their diagnosis and molecular characterization. 
The main objectives of this study were the development and the optimization of 
methodologies for the detection and the quantification of these viruses, and the molecular 
characterization of JC and BK polyomaviruses.  
Methodologies for the detection of BKV, which had a sensitivity and a specificity of 
100%, KIV, WUV and MCV were developed and validated, as well as the quantification of 
JCV and WUV (specificity of 100% and sensitivity of 10 copies/µl). Molecular 
characterization allowed the identification of the JCV types 1B, 2A, 2B, 3A and 4, and the 
BKV types Ib-1, Ib-2, II and IV. The most prevalent types were the 1B (56,0%) and the II 
(62,5%), respectively. 
The development and optimization of molecular methods for the polyomaviruses 
diagnosis and study have a particular relevance, since they are non-invasive diagnosis 
methods with higher sensitivity and specificity, comparing with conventional methods, like 
imagiology, cytology and histology. At the same time, they can be applied to 











Os objectivos deste trabalho foram: 
a) o desenvolvimento e a optimização de metodologias de biologia molecular, para a 
detecção dos Poliomavírus BK, KI, WU e MC, nomeadamente, a Reacção de Polimerização 
em Cadeia;  
b) o desenvolvimento e a optimização de metodologias de biologia molecular para a 
quantificação dos Poliomavírus JC, KI, WU e MC, como a Reacção de Polimerização em 
Cadeia Quantitativa em Tempo-Real; 


















1. OS POLIOMAVÍRUS 
 
1.1. Conceitos Gerais 
 
1.1.1. Classificação, estrutura e organização genómica 
Polyomaviridae é uma família de vírus de pequenas dimensões (cerca de 40 a 45 nm de 
diâmetro), sem invólucro e com um genoma constituído por DNA (ácido desoxirribonucleico) 
circular em cadeia dupla, covalentemente fechada, que pode variar entre 4,7 – 5,4 kbs, 
consoante os diferentes vírus (1,2). As cápsides virais são constituídas por 72 pentâmeros da 
proteína viral 1 (VP1), estando cada um destes pentâmeros associados a uma única cópia das 
proteínas virais 2 (VP2) ou 3 (VP3) (3,4). O genoma pode ser organizado em três regiões 
distintas: a região reguladora, a precoce e a tardia, sendo que é nesta última que se encontram 
os genes que codificam as proteínas estruturais da cápside, nomeadamente a VP1, VP2 e VP3, 
e a agnoproteína, identificada apenas nos Poliomavírus JC (JCV) e BK (BKV) (5,6). Na região 
reguladora, não codificante, encontram-se presentes um promotor eficiente e sequências 
enhancer, essenciais à replicação dos Poliomavírus, e na região precoce encontram-se os 
genes que codificam o Large Tumor Antigen (LTAg) e o Small Tumor Antigen (STAg) 
(Figura 1) (5,7,8,9). 
Sabe-se que os vírus desta família têm como 
hospedeiros naturais vários animais, tais como 
aves e mamíferos. Normalmente, não causam 
sintomatologia ou doença. No entanto, em 
determinadas situações, nomeadamente situações 
de imunossupressão, alguns Poliomavírus têm 
capacidade de induzir sintomatologia e/ou 
transformação oncogénica de diversas células 
(1,2,10). Apesar da ausência de sintomas em 
indivíduos saudáveis, a infecção é normalmente 
persistente, mantendo-se durante toda a vida do 
hospedeiro (2). 
Figura 1 – Representação esquemática da organização 





Desde 1971, foram identificados cinco Poliomavírus humanos, associados a diferentes 
patologias, nomeadamente, o BKV, o JCV, o KIV (Poliomavírus KI), o WUV (Poliomavírus 
WU) e o MCV (Poliomavírus MC) (Tabela I). 
 
Tabela I – Poliomavírus isolados de pacientes humanos 
Poliomavírus Tamanho do Genoma (pb) Doença Associada Isolamento Primário 
BKV 5133 Cistite Hemorrágica Gardner et al., 1971 
JCV 5130 Leucoencefalopatia Progressiva Multifocal Padgett et al., 1971 
KIV 5040 ? Allander et al., 2007 
WUV 5229 ? Gaynor et al., 2007 
MCV 5387 Carcinoma das Células de Merkel Feng et al., 2008 
BKV, Poliomavírus BK; JCV, Poliomavírus JC; KIV, Poliomavírus KI; WUV, Poliomavírus WU; MCV, Poliomavírus MC; pb, pares de 
bases. Tabela adaptada de zur Hausen (2008). 
 
De uma perspectiva filogenética, o JCV e o BKV são os mais relacionados, 
apresentando uma homologia de 75%, ao nível do genoma. Ambos parecem estar próximos 
do Poliomavírus SV40, que infecta o macaco Rhesus (2,6). Recentemente, estudos das regiões 
codificantes do genoma do WUV e do KIV, revelaram que estes estavam filogeneticamente 
mais próximos um do outro do que dos restantes Poliomavírus 
humanos, o que levantou a hipótese de poderem formar um 
subgrupo dentro da família Polyomaviridae (7,8). Curiosamente, 
o MCV parece estar mais próximo do LPyV (B-lymphotropic 
polyomavirus), um Poliomavírus que infecta o macaco verde 
africano, podendo também ele constituir um outro subgrupo (11) 
(Figura 2). 
Dados epidemiológicos, virológicos e filogenéticos 
sugerem que estes cinco Poliomavírus humanos terão co-
evoluido com o seu hospedeiro natural, o que explica a elevada prevalência da infecção, a 
baixa morbilidade, os longos períodos de latência e a reactivação assintomática destes vírus 
na população humana (12). 
 
1.1.2. Transcrição e replicação do DNA viral 
Uma vez no interior do hospedeiro, ocorre adsorção das partículas virais a receptores 
específicos das células-alvo (resíduos de ácido siálico de gangliosídios), reconhecidos pela 
VP1 (Figura 3a). Os vírus entram na célula por um processo de endocitose (Figura 3b), e o 
genoma viral entra no núcleo (Figura 3c). Inicia-se assim o ciclo replicativo propriamente 
dito, deste vírus, o qual é composto pela expressão génica precoce, a síntese de novas cópias 
do genoma viral e a expressão génica tardia.  
Figura 2 – Representação esquemática 
da relação filogenética entre os cinco 
Poliomavírus humanos (adaptado de 
Feng et al. 2008). 
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Durante a expressão precoce, são 
sintetizadas as proteínas LTAg e STAg, que 
vão regular todo processo de replicação viral 
(Figura 3d). Logo após esta fase, inicia-se a 
produção de novas cópias do genoma 
(Figura 3e), as quais vão posteriormente 
associar-se a nucleossomas celulares, 
formando estruturas designadas de 
“minicromossomas” (13,14).  
A expressão génica tardia, inicia-se 
ainda antes de terminar a fase de síntese de 
cópias genómicas virais. Durante esta fase 
são expressas as proteínas VP1, VP2 e VP3 
(Figura 3f). A montagem das novas partículas virais ocorre no interior do núcleo celular, uma 
vez que as proteínas estruturais dos Poliomavírus têm sinais de localização nuclear (Figura 
3g). As partículas virais são posteriormente libertadas por exocitose ou lise celular (Figura 
3h).  
 
1.2. O Poliomavírus JC (JCV) 
O JCV foi identificado pela primeira vez em 1971, por Padgett e colaboradores (15). 
Mutações silenciosas 
na região codificante 
da VP1 permitiram 
identificar oito tipos 
diferentes deste vírus 
(tipo 1 a 8), que 
parecem estar 
associados a regiões 
geográficas específicas 
(Figura 4) (16). 
A infecção por 
JCV ocorre durante a 
infância, de forma subclínica. Estima-se que a prevalência mundial seja superior a 70% (17). 
Após a primo-infecção, o vírus persiste no rim, de uma forma latente e assintomática, com 
Figura 3 – Representação esquemática do ciclo replicativo dos 
Poliomavírus no interior da célula do hospedeiro: a) adsorção das 
partículas virais; b) entrada na célula por endocitose; c) penetração 
dos ácidos nucleicos no núcleo; d) síntese das proteínas 
reguladoras; e) replicação do genoma viral; f) síntese das proteínas 
estruturais; g) montagem das novas partículas; h) saída das 















uma baixa patogenicidade (18,19). A reactivação do JCV ocorre sempre que existem alterações 
do sistema imunitário do hospedeiro e é acompanhada da excreção do vírus na urina. Esta 
excreção é também influenciada pela idade dos indivíduos, verificando-se um aumento da 
quantidade de partículas virais excretadas em função da idade (20). 
Nos indivíduos imunocomprometidos, após a reactivação, o JCV pode infectar outros 
locais anatómicos, sendo provavelmente transportado no interior das células B. Uma vez em 
circulação, o JCV consegue transpor a barreira hematoencefálica, atingindo o Sistema 
Nervoso Central (SNC) (21,22). Esta situação pode conduzir ao desenvolvimento da 
Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LEMP), uma doença desmielinizante fatal 
caracterizada por uma infecção lítica dos oligodendrócitos, que afecta principalmente os 
indivíduos infectados pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (VIH) (22,23,24,25). A morte do 
hospedeiro ocorre, normalmente, três a seis meses após o início dos sintomas clínicos da 
LEMP (extensas lesões desmielinizantes, fraqueza motora, ataxia, demência, perda de 
memória, deficiências cognitivas, na fala e na visão) (25). A forma de transmissão do JCV 
ainda não está totalmente esclarecida. No entanto, existem três hipóteses de transmissão: por 
via gastrointestinal (26), por via respiratória (22,27), e de pais para filhos, por co-habitação 
prolongada (28). 
A resposta imunitária nos indivíduos infectados por JCV é tanto humoral como celular. 
Nos indivíduos com diagnóstico de LEMP, são detectadas imunoglobulinas do tipo G (IgG), 
mas não imunoglobulinas do tipo M (IgM), o que sugere que o desenvolvimento da patologia 
surge na sequência de uma reactivação e não de uma infecção primária (27,29). No entanto, é 
importante referir que a infecção por JCV não induz uma resposta imunológica humoral 
efectiva, o que torna o seu diagnóstico serológico sem utilidade clínica. Nas lesões de LEMP 
são frequentemente detectados macrófagos, cuja função consiste na remoção dos produtos de 
mielina e oligodendrócitos danificados (22). Alguns estudos demonstram que existe actividade 
citotóxica das células T, mesmo em situações de imunodepressão. Porém, a actividade destas 
células T citotóxicas parece ser ineficaz na eliminação do JCV (25). 
O diagnóstico clínico da LEMP é feito com base na observação de sintomas multifocais, 
e de alterações morfológicas do SNC, as quais podem ser detectadas por tomografia 
computorizada, ressonância magnética, microscopia electrónica e hibridação in situ (30). No 
entanto, como alguns dos sintomas clínicos são similares aos sintomas provocados por outros 
microorganismos, é importante desenvolver e implementar metodologias de biologia 




1.3. O Poliomavírus BK (BKV) 
Este vírus, foi identificado em 1971, na urina de um transplantado renal que se 
encontrava imunossuprimido (32).  
Com base em estudos serológicos e genéticos, foram identificados quatro tipos do BKV 
(tipo I, II, III e IV) (33,34). O tipo I, o mais prevalente, pode ser subdividido em Ia, Ib-1, Ib-2 e 
Ic (35). Ao contrário do que acontece com o JCV, os tipos de BKV não parecem ter nenhuma 
distribuição geográfica específica (35). 
Estudos seroepidemiológicos apontam para uma elevada prevalência do BKV na 
população, na ordem dos 75 % (34,36). Pensa-se que a primo-infecção ocorre maioritariamente 
durante a infância dos indivíduos, por volta dos 5 a 10 anos de idade, com valores de 
seroprevalência equivalentes aos observados na idade adulta (34). Uma vez que os sintomas 
associados à infecção primária por BKV são subclínicos ou semelhantes aos de gripe, o 
contacto inicial com o vírus encontra-se ainda muito pouco caracterizado (12,37). No entanto, 
tem sido sugerido que a transmissão do BKV ocorre por via respiratória (38). Outras formas de 
transmissão como a fecal-oral (39), a transfusional, a sexual e a transplantação, de rins em 
particular, foram também consideradas (12). Parece não haver transmissão mãe-filho durante a 
gravidez, pois o aumento de virúria que se observa na mulher, não é acompanhado de uma 
fase de virémia (40). 
Após a infecção, o BKV persiste num estado latente e assintomático, principalmente ao 
nível do tecido urinário do hospedeiro (18,41), mas tal como acontece no caso do JCV, sempre 
que existem alterações do sistema imunitário do hospedeiro, pode ocorrer reactivação do 
BKV. Nestes casos, podem surgir complicações graves, tais como a Nefropatia Associada a 
Poliomavírus (PVAN) ou a Cistite Hemorrágica (CH), acompanhadas de um aumento 
significativo da virúria (42,43,44). No caso dos indivíduos recém-transplantados, a reactivação 
do BKV pode conduzir à perda de função e/ou rejeição do transplante renal. Vários factores 
de risco parecem estar associados ao desenvolvimento destas patologias, mas o mais 
importante parece ser a elevada dose de imunossupressores administrados após o transplante 
(45).  
Apesar da resposta imunológica do hospedeiro face à infecção por BKV ser ainda pouco 
estudada, sabe-se que a resposta humoral induz a produção de anticorpos neutralizantes e 
específicos para determinantes da VP1 (34). No entanto, como o BKV estabelece uma infecção 
latente, a presença destes anticorpos não é indicativa de uma possível reactivação, mas apenas 
de infecção. Assim, e dada a elevada prevalência do BKV na população, o diagnóstico 
serológico não tem interesse clínico. Relativamente à imunidade celular, pensa-se que esta 
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deve desempenhar um papel importante no controlo da infecção pelo BKV, uma vez que a 
virúria tende a aumentar nas situações de infecção por VIH, transplantação ou quimioterapia 
(12).  
Uma forma de diagnóstico do BKV é a observação citológica das alterações 
morfológicas induzidas por este vírus nas células presentes na urina de indivíduos com PVAN 
(12). Contudo, a sensibilidade deste método é muito inferior à sensibilidade dos métodos de 
biologia molecular, aplicados ao diagnóstico do BKV no soro, no plasma ou na urina, que 
começam a surgir (37). 
 
1.4. O Poliomavírus KI (KIV) 
O KIV foi identificado em 2007, em exsudados nasofaríngeos de três indivíduos com 
sintomas de infecção respiratória aguda, o que levantou a hipótese de este ser um vírus do 
foro respiratório (7). Neste estudo desenvolvido por Allander e colaboradores (2007), o KIV 
foi identificado em 1% (6/637) dos indivíduos estudados. No entanto, em cinco dos seis casos 
positivos, foram igualmente identificados outros vírus respiratórios, pelo que não foi possível 
associar a sintomatologia clínica à infecção por KIV. Estes resultados foram semelhantes aos 
observados num estudo posterior, cujo objectivo era estabelecer uma associação entre a 
infecção pelo KIV e doenças respiratórias agudas do tracto respiratório superior e inferior (1). 
Neste estudo, para além dos exsudados nasofaríngeos, foram também utilizadas amostras 
fecais, uma vez que alguns vírus respiratórios são eliminados nas fezes. Das 192 amostras 
fecais estudadas, apenas uma foi positiva para o KIV (7). Estudos posteriores revelaram que a 
prevalência de infecção por este Poliomavírus é de cerca de 0,5% – 1,2% em amostras 
pediátricas, podendo ser inferior, ou até mesmo nula, em indivíduos adultos 
imunocompetentes (46,47). 
O KIV parece apresentar uma vasta distribuição geográfica, tendo sido já identificado 
em diversos países (48,49,50,51,52). 
A forma de transmissão do KIV e a resposta imunológica do hospedeiro são ainda 
desconhecidas. No entanto, e devido à presença deste vírus em produtos biológicos do 
aparelho respiratório, é possível que a transmissão ocorra por via respiratória (7).  
Por se tratar de um vírus identificado recentemente, existe necessidade de se 
desenvolverem formas de diagnóstico, baseadas em técnicas de biologia molecular, tais como 





1.5. O Poliomavírus WU (WUV) 
Em 2007, Gaynor e colaboradores identificaram um outro Poliomavírus humano, o 
WUV, no exsudado nasofaríngeo de uma criança de 3 anos de idade com doença respiratória 
aguda de etiologia desconhecida. Este grupo realizou um estudo de prevalência do WUV, em 
dois grupos geográficos distintos (8). Na Austrália, a prevalência em indivíduos com idades 
entre os 4 meses e os 53 anos foi de 3% (37/1245), dos quais 89% (33/37) foram identificados 
em crianças com idade igual ou inferior a 3 anos. Em 12 indivíduos com manifestações claras 
de infecção respiratória, o WUV foi o único vírus detectado. Nos Estados Unidos da América 
(EUA), o estudo incluiu indivíduos com idades compreendidas entre os 4 meses e os 51 anos 
e a prevalência foi de 0,7% (6/890). É de referir que, os adultos em que foi identificado o 
WUV, em ambos os grupos, se encontravam imunocomprometidos (8). No entanto, os dados 
obtidos neste e em estudos posteriores, não permitiram estabelecer uma relação causal entre a 
presença do WUV e a doença respiratória, nem a outras doenças como a gastroenterite, uma 
vez que, também o WUV havia já sido detectado em amostras fecais (1,47,53,54). 
O WUV parece apresentar uma ampla distribuição geográfica e uma prevalência 
variável de região para região (48,50,53,55,56,57).  
É ainda desconhecida a forma de transmissão do WUV, mas tal como observado para o 
KIV, a presença do vírus em produtos biológicos do sistema respiratório, parece indicar uma 
transmissão por via respiratória (8,48). Relativamente à resposta imunológica do hospedeiro, 
esta é ainda desconhecida.  
O desenvolvimento de metodologias sensíveis e específicas, na área da biologia 
molecular, é essencial para a identificação e o esclarecimento do papel etiológico do WUV. 
    
1.6. O Poliomavírus MC (MCV) 
Em 2008, foi identificado um novo Poliomavírus, o MCV, o qual parece estar associado 
ao desenvolvimento do Carcinoma das Células de Merkel (MCC). O MCC é um tumor 
cutâneo neuroendócrino, muito agressivo e raro, que afecta maioritariamente indivíduos 
acima dos 55 anos de idade e imunocomprometidos (seropositivos para o VIH, recém-
transplantados e pacientes com tumores das células B) (11). Nestes indivíduos, a mortalidade 
por MCC pode atingir os 56,0% (58). 
Num estudo realizado por Feng e colaboradores (2008), foi detectada a presença do 
MCV em 80,0% (8/10) dos casos de MCC. Na maioria destes (6/8), foi observado um padrão 
de integração clonal, o que pode explicar a transformação maligna das células infectadas.  
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Tal como no caso do KIV e do WUV, desconhece-se a forma de transmissão do MCV e 
qual a resposta imunológica do hospedeiro. No entanto, este vírus já foi identificado em 
secreções respiratórias (59,60). 
Actualmente, o diagnóstico clínico do MCC é feito com base na observação histológica. 
Algumas das características deste tipo de tumor são o 
crescimento exterior em forma de cúpula, o crescimento em 
forma de iceberg, com invasão da derme, e as ulcerações, 
presentes apenas nos estadios mais avançados (58) (Figura 5). 
Sendo o MCC uma doença grave e com uma elevada taxa 
de mortalidade, o diagnóstico precoce da infecção por MCV, 



















Figura 5 – Imagem de uma lesão 
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2. DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAÇÃO DE MÉTODOS DE 
DETECÇÃO QUALITATIVA DOS POLIOMAVÍRUS BK, KI, WU E 
MC  
Uma vez que já existem sistemas comerciais apropriados para o diagnóstico do JCV 
(JCV/BKV Oligomix Alert kit, Nanogen, EUA), os métodos de detecção qualitativa 
desenvolvidos neste trabalho apenas dizem respeito aos restantes Poliomavírus, 
nomeadamente, ao BKV, ao KIV, ao WUV e ao MCV.  
 
2.1.  Produtos Biológicos 
A detecção dos Poliomavírus humanos foi realizada em diferentes produtos biológicos, 
uma vez que estes vírus estão associados a diferentes patologias. Assim, para o diagnóstico do 
JCV, foi utilizado líquido cefalorraquidiano (LCR) e para o diagnóstico do BKV foi utilizada 
urina. Para o desenvolvimento das técnicas de detecção do KIV, do WUV e do MCV, foram 
utilizados plasmídeos, amavelmente cedidos pelos grupos de investigação de Allander (7), 
Gaynor (8) e Foulongne (61), respectivamente. Devido a limitações de tempo, não foi possível 
obter exsudados nasofaríngeos para a detecção do KIV e do WUV, nem biopsias de casos de 
MCC para a detecção do MCV. 
 
2.2.  Extracção do DNA 
Para a extracção do DNA no LCR, foi utilizado o sistema comercial EXTRAgen 
(Nanogen, EUA), segundo as instruções do fabricante 
(http://www.nanogenad.net/pdf/ENG/Extg01_00_en.pdf).  
Na extracção do DNA na urina, foi utilizado um protocolo de extracção in house 
adaptado de Jin e colaboradores (33). Resumidamente, foi centrifugado 1 ml de urina a 10 000 
rpm, durante 2 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 1 ml de soro fisiológico e a 
suspensão obtida foi centrifugada a 10 000 rpm, durante 2 minutos. Foram utilizados 100 µl 
de água bidestilada esterilizada para ressuspender o sedimento obtido e a suspensão foi 
aquecida durante 5 minutos a 95ºC. Finalmente, foi realizada uma breve centrifugação de 10 
segundos e o DNA extraído foi guardado a -80ºC. 
 
2.3.  Sequências de Primers 
Para a detecção do BKV, do KIV, do WUV e do MCV foram utilizados os pares de 
primers indicados na Tabela II. Relativamente ao KIV, encontram-se indicados dois pares de 
primers, uma vez que este foi amplificado por nested-PCR.  
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Tabela II- Sequências de primers utilizados nas PCR dos Poliomavírus BK, do KI, do WU e do MC 
Poliomavírus Primers Sequências dos Primers (5’  3’) Região Tamanho do Fragmento (pb) Publicação 





Allander et al., 2007 POLVP1-363R ACACTCACTAACTTGATTTGG POLVP1-118F GTACCACTGTCAGAAGAAAC 207 POLVP1-324R TTCTGCCAGGCTGTAACATAC 
WUV AG0044 TGTTACAAATAGCTGCAGGTCAA VP2 250 Gaynor et al., 2007 AG0045 GCTGCATAATGGGGAGTACC 
MCV LT3F TTGTCTCGCCAGCATTGTAG LTAg 309 Feng et al., 2008 LT3R ATATAGGGGCCTCGTCAACC 
 
As sequências dos primers foram alinhadas com as sequências genómicas dos 
respectivos vírus, através do programa MEGA, versão 3.1 (62), para confirmar o 
emparelhamento correcto com a região pretendida. As quatro sequências genómicas foram 
retiradas do GenBank (números de acesso: NC_001538 para o BKV, NC_009238 para o KIV, 
NC_009539 para o WUV e NC_010277 para o MCV). Foi ainda verificado se os primers não 
emparelhavam com outras sequências genómicas, através do programa Fasta 33 (EMBL-
EBI).  
 
2.4.  Optimização da PCR 
Na optimização das técnicas de PCR dos Poliomavírus, foram utilizados sempre os 
mesmos DNA, previamente extraídos, de modo a garantir que eventuais diferenças na 
amplificação não estavam relacionadas com a qualidade ou a quantidade de DNA presente. 
Para a detecção do BKV na urina, foi testada uma adaptação do protocolo descrito por 
Jin e colaboradores (33). Para os Poliomavírus KI, WU e MC, foram utilizadas adaptações dos 
protocolos descritos por Allander e colaboradores (7), Gaynor e colaboradores (8) e Feng e 
colaboradores (11), respectivamente. Os plasmídeos, com o genoma do KIV, WUV e MCV 
clonado, foram utilizados directamente nas reacções de amplificação. É de referir que, uma 
vez que o DNA do WUV foi recebido em papel Whatman, a primeira reacção foi preparada 
utilizando um sistema comercial apropriado para amplificações de DNA conservados desta 
forma, o KAPA Blood PCR Kit (Kapa Biosystems, EUA), segundo as instruções do fabricante 
 (http://www.kapabiosystems.com/public/pdfs/kapa-blood-pcr-kits/KAPA_Blood_TDS.pdf). 
Este produto de PCR foi então utilizado como DNA template para os ensaios de optimização 
da PCR do WUV. 
De forma a determinar qual a concentração ideal dos reagentes críticos da PCR, foram 
utilizadas duas concentrações diferentes de MgCl2 (2,5 mM e 1,5 mM) e de polimerase (2,5 U 
e 1,5 U) (AmpliTaqGold, Applied Biosystems, EUA). A mistura de reacção para o BKV, o 
KIV, o WUV e o MCV foi preparada de acordo com as condições descritas na Tabela III. Em 
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todas as reacções foi utilizada água bidestilada esterilizada (SIGMA), para perfazer o volume 
final de 50 µL. 
 
Tabela III – Condições das PCR e respectivos perfis de amplificação dos Poliomavírus BK, KI, WU e MC  
Poliomavírus 
Condições da Reacção de Amplificação 
Perfis de Amplificação 
Reagentes Concentração/Volume na Reacção 
BKV 
Tampão de Reacção 1X      95º C, 10 minutos 
Cada dNTP 0,4 mM           95ºC, 1 minuto 
BK_VP1F 0,4 µM           57ºC, 1 minuto         40x 
BK_VP1R 0,4 µM           72ºC, 1 minuto 
DNA 5 µL      72ºC, 10 minutos 
KIV 
(1ª Reacção) 
Tampão de Reacção 1X  
Cada dNTP 0,4 mM  
POLVP1-39F 0,4 µM  
POLVP1-363R 0,4 µM      95ºC, 10 minutos 
DNA 5 µL           95ºC, 30 segundos 
KIV 
(2ª Reacção) 
Tampão de Reacção 1X           63ºC, 30 segundos      45x 
Cada dNTP 0,4 mM           72ºC, 1 minuto 
POLVP1-118F 0,4 µM      72ºC, 10 minutos 
POLVP1-324R 0,4 µM  
DNA 1 µL  
WUV 
Tampão de Reacção 1X      95ºC, 10 minutos 
Cada dNTP 0,4 mM           95ºC, 1 minuto 
AG0044 0,5 µM           57ºC, 1 minuto      40x 
AG0045 0,5 µM           72ºC, 1 minuto 
DNA (produto de PCR) 2 µL      72ºC, 10 minutos 
MCV 
Tampão de Reacção 1X 95ºC, 10 minutos 
Cada dNTP 0,4 mM      95ºC, 30 segundos 
LT3F 0,3 µM      61ºC, 30 seg. (10x); 59ºC, 30 seg. (10x); 57ºC, 30 seg. (15x)   35x 
LT3R 0,3 µM      72ºC, 1 minuto 
DNA 5 µL 72ºC, 10 minutos 
 
2.5.  Análise em Gel de Agarose 
Os produtos da PCR foram aplicados num gel de agarose a 2,5% (SeaKem® LE 
Agarose, Lonza, Suiça), e foram visualizados com o auxílio de um transiluminador de luz 
ultravioleta, após coloração com GelRed. O tamanho dos fragmentos foi estimado por 
comparação com o marcador de peso molecular VIII (Roche, Suiça). 
 
2.6.  Purificação dos Produtos da PCR 
Para a purificação dos produtos amplificados foi utilizado o sistema comercial JETquick 
Spin Column Technique PCR Purification (Genomed, EUA), de acordo com as instruções do 
fabricante (http://www.genycell.com/images/productos/protocolos/400050__.pdf), mas com 
uma alteração, nomeadamente, diminuição do volume de eluição dos produtos amplificados. 
 
2.7.  Reacção de Sequenciação 







Tabela IV – Condições da reacção de sequenciação e perfil de amplificação dos Poliomavírus BK, KI, WU e MC 
Reagentes Volume na Reacção Perfil de Amplificação 
BigDye  0.5 µl  
Tampão do BigDye 3.5 µl 96ºC, 10 segundos 
50ºC, 5 segundos           25x 
60ºC, 4 minutos 
12ºC, ∞ 
Primer 1 µl 
Produto de PCR X µl 
H2O (SIGMA)                                           X µl 
Volume Total de Reacção         10 µl 
 
 
A quantidade de produto amplificado, utilizado em cada reacção de sequenciação, 
variou (entre 1 - 5 µl), consoante a intensidade da banda observada no gel de agarose 
anteriormente realizado. 
 
2.8.  Análise de Sequências 
A leitura das sequências foi realizada pelo sequenciador automático ABI PRISM® 7000 
Detection System e a análise foi efectuada através do programa Chromas Life, versão 2.0. 
 
3. DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAÇÃO DE MÉTODOS DE 
DETECÇÃO QUANTITATIVA DOS POLIOMAVÍRUS JC E WU E 
QUANTIFICAÇÃO DOS POLIOMAVÍRUS JC E BK 
Não foi necessário desenvolver a QPCR para a quantificação do BKV, uma vez que, foi 
utilizado um sistema comercial. É também de referir que, devido a limitações de tempo, não 
foi possível desenvolver a QPCR do KIV e do MCV. 
 
3.1.  Produtos Biológicos 
Os produtos biológicos utilizados foram os descritos no ponto 2.1.   
 
3.2.  Extracção do DNA 
A extracção do DNA foi realizada de acordo com o descrito no ponto 2.2. 
 
3.3.  Sequências de Primers e de Sondas TaqMan® 
Para a quantificação in house do JCV e do WUV foram utilizados pares de primers e 
sondas TaqMan® específicos de regiões conservadas destes vírus (Tabela V). 
 
Tabela V – Sequências de primers e sondas utilizadas na QPCR dos Poliomavírus JC e WU 
Poliomavírus Oligonucleótidos Sequências Nucleotídicas (5’  3’) Região Tamanho do Fragmento (pb) Publicação 
JCV 
JCV_LTAg_F TTCTTCATGGCAAAACAGGTCTT 
LTAg 66 McNees et al., 2005 JCV_LTAg_R GAATGGGAATCCTGGTGGAA Sonda CCACTTCTCATTAAATG 
WUV 
WU-B-2729-F CTACTGTAAATTGATCTATTGCAACTCCTA 




Foi realizado um alinhamento entre as sequências genómicas destes vírus e as dos 
oligonucleótidos, através do programa MEGA, versão 3.1 (62), para garantir o correcto 
emparelhamento. As sequências genómicas utilizadas neste alinhamento encontram-se 
depositadas no GenBank com os seguintes números de acesso: NC_001699 (JCV) e 
NC_009539 (WUV). Através do programa Fasta 33 (EMBL-EBI), foi também confirmado se 
os primers e as sondas não emparelhavam com outras sequências genómicas  
 
3.4.  Preparação de Calibradores 
Um calibrador é uma suspensão, de um determinado ácido nucleico, cuja concentração é 
conhecida, o que permite aos utilizadores da QPCR construir uma recta de calibração para a 
quantificação de um outro ácido nucleico. Para a validação, optimização da amplificação e 
posterior determinação da carga viral dos casos estudados, foi necessário construir, para cada 
vírus e em cada reacção, uma recta de calibração. 
Para o JCV e para o WUV, foram utilizados plasmídeos, com uma única cópia da região 
genómica de interesse clonada (gene da LTAg). O procedimento utilizado encontra-se 
descrito no Anexo 1.  
 
3.5.  Optimização da QPCR 
Para a optimização da QPCR, foram utilizados sempre os mesmos calibradores, de 
modo a garantir que a existência de possíveis diferenças de amplificação e quantificação não 
estariam relacionadas com a qualidade ou a quantidade de DNA em estudo. Os procedimentos 
de quantificação do JCV e do WUV, foram adaptados de McNees e colaboradores (63) e de 
Bialasiewicz e colaboradores (64), respectivamente (Tabela VI). 
 
Tabela VI – Condições da QPCR e perfil de amplificação dos Poliomavírus JC e WU 
Condições de Reacção Condições de Amplificação Reagentes Concentração/Volume na Reacção 
TaqMan® Universal PCR Master 
Mix (Applied Biosystems, EUA) 12,5 µl 50ºC, 2 minutos 
Sonda 100 nM 95ºC, 10 minutos 
Cada Primer 900 nM 95ºC, 15 segundos 
DNA 5 µl 60ºC, 1 minuto 
H2O 4,5 µl  
                Volume Total      25 µl  
 
3.6.  Quantificação dos Poliomavírus JC e BK 
No caso do JCV, em cada reacção da QPCR, os calibradores foram colocados em 
triplicado e as amostras em duplicado. Foram igualmente incluídos controlos negativos. 
Para a quantificação do BKV, foi utilizado o sistema comercial BKV Q-PCR Alert Kit 




PCR Standards (Nanogen, EUA), de acordo com as instruções do fabricante 
(http://www.nanogenad.net/pdf/ENG/RTS175_00_en.pdf  
e http://www.nanogenad.net/pdf/ENG/STD175.pdf ). Tal como descrito anteriormente, os 
calibradores foram testados em triplicado, as amostras em duplicado e foram incluídos 
controlos negativos. 
 
3.7.  Análise Estatística 
Foi utilizado o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), 
versão 16.0, através do qual se aplicaram os testes Shapiro-Wilk, para verificar se a 
amostra estudada apresentava ou não uma distribuição normal, e Wilcoxon Signed 
Ranks, teste não-paramétrico, para estudar a variância entre amostras dependentes. 
 
4. CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS POLIOMAVÍRUS JC E BK 
 
4.1.  Produtos Biológicos 
Os produtos biológicos utilizados na caracterização molecular do JCV e do BKV 
encontram-se referidos no ponto 2.1. 
 
4.2.  Extracção do DNA 
A extracção do DNA foi realizada de acordo com o descrito no ponto 2.2. 
 
4.3.  PCR para a Caracterização Molecular 
Para a PCR de caracterização molecular do JCV, foi utilizado o sistema de primers 
(Tabela VII) e as condições de reacção já implementadas no laboratório (Tabela VIII).  
 
Tabela VII – Primers para a caracterização molecular do Poliomavírus JC 
Poliomavírus Primers Sequência dos Primers (5’  3’) Região Tamanho do Fragmento (pb) Publicação 




Tabela VIII – Condições da PCR e perfil de amplificação do Poliomavírus JC 
Poliomavírus Condições da Reacção de Amplificação Perfil de Amplificação Reagentes Concentração/Volume na Reacção 
JCV 
Tampão 1 X  
Cada dNTP 0,4 mM      95ºC, 9 minutos 
MgCl2 2,5 mM           95ºC, 30 segundos 
JLP15 0,5 mM           63ºC, 30 segundos       50 x 
JLP16 0,5 mM           72ºC, 30 segundos 
AmpliTaqGold 1 U      72ºC, 10 minutos 
DNA 5µl      12ºC, ∞ 




Para a PCR de caracterização molecular do BKV, foram utilizados os primers indicados 
no ponto 2.3. e as condições optimizadas no ponto 2.4. 
 
4.4.  Análise em Gel de Agarose 
A análise dos produtos amplificados foi realizada segundo o descrito no ponto 2.5.  
 
4.5.  Purificação dos Produtos da PCR 
A purificação dos produtos da PCR foi realizada como indicado no ponto 2.6. 
 
4.6.  Reacção de Sequenciação 
Os produtos da PCR foram sequenciados segundo as condições descritas no ponto 2.7. 
 
4.7.  Análise de Sequências 
A leitura e a análise das sequências foram efectuadas de acordo com o descrito no ponto 
2.8. Através da identificação dos polimorfismos de nucleótidos simples (SNPs - Single 
Nucleotide Polymorphisms), característicos de cada tipo, foi possível proceder à 
caracterização molecular do JCV (Tabela IX) e o BKV (Tabela X), presentes nos casos 
estudados. A numeração dos nucleótidos foi baseada no protótipo Mad-1 (JCV), segundo 
Frisque e colaboradores (65), e na sequência de referência do BKV, a Dunlop (66). 
 
Tabela IX – Grelha para a caracterização molecular do Poliomavírus JC  
 Posição dos SNPs 
 1753 1756 1771 1786 1790 1795 1804 1805 1813 1816 1818 1837 1843 1850 1869 1870 
Tipo 1A A C C G T A T A G A G T G A G G 
Tipo 1B A C C G T A T A G A G T T G G G 
Tipo 2A A C A G/T T A T A A/G A C T T A G A 
Tipo 2B A C A T T A T A G A C C T G G A 
Tipo 2C A C A T T A T A G A C T T G G A 
Tipo 3A T C A A T A C A G A C T T A C A 
Tipo 3B T C A G T A T A G A C T T A ? G 
Tipo 4 A C A G T A T A G A C T G A C A 
Tipo 6 A C C G C A T A G A C T T A G G 
Tipo 7A A T A G T A T T G A/G C T T A G A 
Tipo 7B A C A G T A T A G A C T T A G A 
Tipo 7C A C A G T G T T G A C T T A G A 
 
 
Tabela X – Grelha para a caracterização molecular do Poliomavírus BK 
 Posição dos SNPs 
 1744 1746 1747 1760 1766 1767 1768 1769 1770 1775 1784 1787 1792 1793 1794 1803 1809 1811 
Tipo I G A A T T A A A G G A A A G C C/T G/A/C G 
Tipo II G T A A T A A A G C A C G A C C C A 
Tipo III G T A A A G C A C G A C G A G C C G 
Tipo IV A T G A T A A G A C C C G A C/G C C G 
 
Para a classificação dos subtipos que compõem o tipo I do BKV foi necessário recorrer 






Tabela XI – Grelha para a determinação dos subtipos do tipo I do Poliomavírus BK 
 Posição dos SNPs 
 1809 1860 1887 1908 1923 
Subtipo Ia G A A T T 
Subtipo Ib-1 A A A T C 
Subtipo Ib-2 A/C A A A C 
Subtipo Ic G G C/A T T 
 
4.8.  Análise Filogenética 
Para a análise filogenética do JCV e do BKV, foi utilizado o programa MEGA versão 
3.1 (62). As sequências obtidas foram alinhadas através do programa ClustalW, utilizando a 
opção de múltiplos alinhamentos, e comparadas com as sequências de referência de cada tipo 
do JCV e do BKV. 
Através da análise da matriz de diferenças de nucleótidos, foi possível verificar o 
número de nucleótidos que diferiam entre cada duas sequências. Foram definidos os grupos 
de sequências de acordo com os tipos identificados e, utilizando o método Neighbour-Joining 
(NJ), foi construída a árvore filogenética, com todas as topologias possíveis (62). Para inferir a 
fiabilidade da árvore construída, foi incluído o teste de filogenia de bootstrap (67), que 
compara as n árvores filogenéticas construídas com a árvore consenso (a que reúne a melhor 
relação filogenética), consoante o número de replicados definidos (geralmente 1000 - n). O 
número de vezes que surge o mesmo ramo é expresso em percentagem, sendo que valores 
acima dos 50% demonstram que a topologia da árvore está correcta. Foi também utilizado o 
algoritmo p-distance que calcula a proporção p de cada nucleótido ser diferente, em cada duas 
sequências comparadas. Obtém-se através da divisão do número de diferenças de nucleótidos 















CAPÍTULO III  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
1. DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAÇÃO DE MÉTODOS DE 
DETECÇÃO QUALITATIVA DOS POLIOMAVÍRUS BK, KI, WU E 
MC 
 
1.1. Sequências de primers 
A análise dos alinhamentos, entre as sequências dos diferentes pares de primers e as 
sequências de referência dos quatro Poliomavírus estudados, permitiu constatar que houve um 
emparelhamento correcto. Os resultados obtidos através do programa FASTA33 (EMBL-EBI) 
foram indicativos de que estes oligonucleótidos não amplificam outras regiões. Assim, estes 
foram os primers utilizados nas PCR a implementar.  
 
 1.2. Optimização da PCR 
Foi possível amplificar a região de interesse do BKV, do KIV, do WUV e do MCV, 
através das PCR avaliadas (Anexo 5, Figura 6), mas com diferenças, consoante as condições 
utilizadas. 
Relativamente ao BKV, o resultado que parece ser indicativo de uma amplificação mais 
eficiente foi o obtido com 1,5 mM de MgCl2 e 1,5 U de AmpliTaqGold (Anexo 5, Figura 6a, 
coluna 4), provavelmente porque nesta concentração o MgCl2 não chegou a ser um factor 
limitante. Esta foi a condição escolhida para as amplificações posteriores. Uma vez que, para 
o BKV estavam disponíveis alguns produtos dos painéis de avaliação externa de qualidade do 
JCV e BKV (Quality Control for Molecular Diagnostics JC Virus and BK Virus DNA EQA 
Programme – QCMD) de 2008 e 2009, foi possível testar e validar as condições optimizadas 
(Tabela XII). 
Tabela XII – Resultados da detecção qualitativa do Poliomavírus BK 
  QCMD 2008 e 2009  
  + -  
PCR in 
house  
+ 11 0 11 
- 0 13 13 
  11 13 24 
QCMD, Quality Control for Molecular Diagnostics; PCR, Reacção de Polimerização em Cadeia 
 
Como se pode verificar, a PCR optimizada revelou uma sensibilidade e uma 
especificidade de 100% (Tabela XII), o que permitiu considerar esta metodologia como 
adequada ao diagnóstico da infecção por BKV. 
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Os resultados obtidos na optimização da PCR do KIV foram, independentemente das 
condições utilizadas, muito semelhantes entre si (Anexo 5, Figura 6b, colunas 1 a 4 e 5 a 8), 
parecendo indicar uma boa amplificação do DNA deste vírus. Assim, e de acordo com o 
observado optou-se pela utilização de 1,5 mM de MgCl2 e 1,5 U de AmpliTaqGold. 
No caso do MCV (Anexo 5, Figura 6c), a concentração de MgCl2 influenciou de forma 
significativa os resultados (colunas 1 e 2 comparativamente com as colunas 3 e 4), enquanto 
que a concentração do enzima apenas influenciou os resultados quando foi utilizada com 
concentrações mais baixas de MgCl2 (colunas 3 e 4). De facto, a adição de mais enzima 
(coluna 3) não originou uma amplificação mais eficiente do que a que foi obtida com menor 
quantidade de enzima (coluna 4). De acordo com o observado, a utilização de 2,5 mM de 
MgCl2 e de 1,5 U de AmpliTaqGold, foi considerada como a mais eficiente para a detecção do 
MCV (coluna 2).  
Relativamente ao WUV, observou-se que foram obtidas amplificações mais eficientes 
quando se utilizaram concentrações mais elevadas de MgCl2 (Anexo 5, Figura 6d, colunas 1 e 
2). A concentração do enzima não pareceu alterar o rendimento da amplificação (colunas 1 e 
2 ou 3 e 4). Assim, a utilização de 2,5 mM de MgCl2 e de 1,5 U de AmpliTaqGold foi 
considerada a mais adequada para a detecção do WUV. 
No entanto, convém referir que no caso do KIV, do WUV e do MCV as PCR foram 
testadas e optimizadas utilizando como template DNA plasmídico, pelo que a aplicação destas 




A sequenciação dos produtos amplificados, mostrou que, de facto, os fragmentos em 
análise foram os esperados, o que permite, com alguma segurança, comprovar que as 
condições optimizadas são as adequadas para o diagnóstico da infecção por BKV, KIV, WUV 











2. DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAÇÃO DE MÉTODOS DE 
DETECÇÃO QUANTITATIVA DOS POLIOMAVÍRUS JC E WU E 
QUANTIFICAÇÃO DOS POLIOMAVÍRUS JC E BK 
 
2.1. Sequências de primers e sondas TaqMan® 
Pela análise dos alinhamentos realizados entre as sequências genómicas do JCV e do 
WUV e as sequências dos respectivos oligonucleótidos, foi possível comprovar que os 
emparelhamentos eram totais. Também para estes oligonucleótidos foi possível verificar, 
através do programa Fasta33 (EMBL-EBI), que não ocorria emparelhamento com outras 
sequências. 
 
2.2. Optimização da QPCR 
Da realização dos ensaios iniciais da QPCR, utilizando os calibradores do JCV e do 
WUV, foi possível verificar que as condições avaliadas foram adequadas à obtenção de 
reacções com eficiências de amplificação próximas dos 100%. Este valor foi determinado 
através da análise das rectas de calibração construídas (Anexo 6, Figuras 7 e 8), caracterizadas 
por declives próximos de -3,2 (-3,39 para o JCV e -3,4 para o WUV) e por coeficientes de 
correlação (r2) próximos de 1 (0,98 para o JCV e 0,99 para o WUV). No entanto, foi 
necessário aumentar o número de ciclos da QPCR, de 40 para 50 ciclos, uma vez que as 
soluções calibradoras com concentrações mais baixas, apenas começavam a ser detectadas 
após o 35º ciclo. Esta condição inicial poderia condicionar a detecção do JCV e do WUV nos 
casos de cargas virais mais baixas, dando origem a resultados falsos negativos. Nem sempre 
foi possível quantificar os calibradores na concentração de 1 cópia/µl. Desta forma, a 
sensibilidade de ambas as QPCR foi considerada como sendo a correspondente à maior 
diluição amplificada em todos os ensaios, nomeadamente 10 cópia/µl, o que está de acordo 
com o descrito na literatura (6). 
Relativamente ao JCV, uma vez que estavam disponíveis 12 produtos do painel QCMD 
de 2008, foi possível avaliar a especificidade e confirmar a sensibilidade da QPCR 
desenvolvida (Tabelas XIII e XIV).  
 
Tabela XIII – Comparação dos resultados da QPCR in house do Poliomavírus JC com o painel de avaliação externa de qualidade QCMD de 
2008 
  QCMD 2008  
  + -  
QPCR in 
house  
+ 3 0 3 
- 2 7 9 
  5 7 12 




Tabela XIV – Comparação dos resultados da quantificação do Poliomavírus JC obtidos por dois métodos diferentes 
Produtos Carga viral (cópias/µl) QPCR in house QCMD 2008 
J1 3,5 1,2 
J2 25 16,5 
J3 0 0,4 
J4 1 3 
J5 0 0,3 
QCMD, Quality Control for Molecular Diagnostics; QPCR, Reacção de Polimerização em Cadeia Quantitativa em Tempo-Real  
 
Foi possível constatar que a especificidade da QPCR in house foi de 100% e a 
sensibilidade de 60% (Tabela XIII). Apesar de se ter considerado que a QPCR in house para o 
JCV apresentava uma sensibilidade de 10 cópias/µl, neste estudo foi possível quantificar 
cargas virais inferiores a esse valor, com a excepção dos produtos J3 e J5 (Tabela XIV), os 
quais foram considerados negativos. Deste modo, é possível que o valor real da sensibilidade 
da QPCR in house seja inferior a 10 cópias/µl, mas superior a 1 cópia/µl, uma vez que nos 
ensaios de optimização, esta concentração nem sempre foi quantificável. 
No entanto, e uma vez que a presença do JCV no LCR se traduz no desenvolvimento da 
LEMP, foram testadas diferentes condições da QPCR numa tentativa de baixar o limite 
inferior de detecção. Para tal, foi avaliado o aumento do volume de DNA na reacção, bem 
como o aumento do número de ciclos de amplificação (de 50 para 60 ciclos). Apesar destas 
alterações, não foi possível diminuir o limiar de detecção da QPCR in house e, 
consequentemente, continuou a não ser possível quantificar os produtos J3 e J5.  
Devido ao pequeno número de casos estudados, não foi possível realizar uma análise 
que fornecesse resultados com significância estatística, apesar do teste Wilcoxon Signed 
Ranks indicar que, para cada produto, a diferença entre os valores da carga viral obtidos com 
a QPCR in house e os valores apresentados pelo painel QCMD, não ser estatisticamente 
significativa. 
 
2.3. Quantificação dos Poliomavírus JC e BK 
A quantificação do JCV foi realizada em 34 LCR positivos pelo sistema comercial 
anteriormente referido e em uso no laboratório. Os valores de carga viral mais elevado e mais 
baixo foram 1,8x104 cópias/µl e 1 cópia/µl, respectivamente, e foram identificados em 
indivíduos VIH positivos. É de referir que em três casos, a QPCR in house não detectou a 
presença do vírus (0 cópias/µl). Esta falha na detecção pode ter sido devida à eventual carga 
viral baixa presente nestes produtos pois, tal como verificado durante a optimização da 
metodologia, esta nem sempre permite detectar o vírus quando este se encontra numa 
concentração inferior a 10 cópias/µl. Deste modo, foi possível verificar que a QPCR não foi a 
forma mais adequada de detecção. A baixa sensibilidade observada pode ser o resultado de 
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uma sub-optimização ou ser uma limitação inerente à própria metodologia. Estudos 
posteriores são necessários. 
A quantificação do BKV, através do sistema comercial anteriormente referido, foi 
realizada em oito urinas positivas para este vírus, previamente testadas pela PCR in house 
implementada. Os valores de carga viral variaram entre 200 cópias/µl e 1,89x107 cópias/µl. 
Todas as amplificações foram eficientes, com rectas de calibração com declives de cerca de -
3,3 e r2 próximo de 1 (Anexo 6, Figura 9). 
Apesar de se tratar de um sistema de detecção comercializado, foram testados os 
produtos dos painéis QCMD de 2008 e 2009, de forma a validar os resultados obtidos (Tabela 
XV e Tabela XVI). 
 
Tabela XV – Comparação dos resultados da QPCR comercial do Poliomavírus BK com o painel de avaliação externa de qualidade QCMD 
de 2008 e de 2009 
  QCMD 2008 e 2009  
  + -  
BKV Q-PCR 
Alert kit 
+ 11 0 11 
- 5 7 12 
  16 7 23 
QCMD, Quality Control for Molecular Diagnostics; QPCR, Reacção de Polimerização em Cadeia Quantitativa em Tempo-Real  
 
Tabela XVI – Comparação dos resultados da quantificação do Poliomavírus BK obtidos pelo sistema comercial e pelo painel de avaliação 
externa de qualidade QCMD de 2008 e de 2009 
Produtos Carga viral (cópias/µl) BKV Q-PCR Alert kit QCMD 2008 e 2009 
B1 745 20 
B2 557 65 
B3 0 0.2 
B4 0 0.4 
B5 115 2 
B6 135 65 
B7 45 2,2 
B8 0 0,2 
B9 0 0,4 
B10 10 20 
B11 2 1,7 
B12 0 0,5 
B13 2 1,2 
B14 3 5 
B15 27 50 
B16 4 1,2 
BKV, Poliomavírus BK; QCMD, Quality Control for Molecular Diagnostics; QPCR, Reacção de Polimerização em Cadeia Quantitativa em 
Tempo-Real  
 
O sistema comercial utilizado apresentou uma sensibilidade de 68,75% e uma 
especificidade de 100% (Tabela XV). Tal como verificado para o caso do JCV, esta técnica 
apresentou uma baixa sensibilidade. Cinco (5/16) produtos dos painéis QCMD foram 
considerados como negativos por este sistema. No entanto, se considerarmos que o limite de 
detecção deste sistema comercial é, segundo o fabricante, de 2 cópias/µl é possível 
compreender o porquê de não terem sido detectados. Uma vez que, a excreção do BKV na 
urina pode ser momentânea e/ou ocorrer em indivíduos saudáveis, apenas em casos de viruria 
acentuada (mais de 1x104 partículas/µl) (12) é que esta pode ser considerada um indicador de 
doença, sendo que, valores de viruria mais baixos, apenas podem ser interpretados como uma 
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consequência da reactivação deste vírus. Por outro lado, a detecção de mais de 10 
partículas/µl no plasma é, à partida, uma forte indicação de progressão da PVAN (68). Desta 
forma, podemos considerar que baixas cargas virais do BKV na urina não são, do ponto de 
vista clínico, significativas e que, portanto, este é um sistema apropriado à quantificação deste 
vírus.  
Não foi possível realizar uma análise com significância estatística. No entanto, o teste 
Wilcoxon Signed Ranks indicou que os valores de quantificação do BKV obtidos, pelo sistema 
comercial avaliado e pelos painéis QCMD, são similares. 
 
3. CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS POLIOMAVÍRUS JC E BK 
 
Para a caracterização molecular do JCV foram estudados 66 LCR positivos para este 
vírus, pelo sistema comercial JCV/BKV Oligomix Alert kit (Nanogen, EUA), da casuística do 
laboratório. A maioria dos casos provinha de Entidades Hospitalares da região de Lisboa e 
apresentavam sintomatologia sugestiva da infecção por JCV ou diagnóstico de LEMP. 
Através da utilização da PCR específica para a caracterização molecular, o JCV foi 
detectado em apenas 80,3% (53/66) dos LCR estudados. Destes, 77,4% (41/53) 
correspondiam a indivíduos com infecção por VIH e 70,8% (37/53) eram do sexo masculino 
(Tabela XVII).  
 
Tabela XVII – Distribuição dos casos positivos para o Poliomavírus JC estudados (n = 53) em função do género e da infecção por VIH  
Características da população Casos Positivos Estudados 
Género Feminino 30,2% (16/53) Masculino 70,8% (37/53) 
Infecção 
por VIH 
Sim 77,4 % (41/53) 
Não 22,6% (12/53) 
VIH, Vírus da Imunodeficiência Humana 
 
A possível utilização, na PCR para a caracterização molecular do JCV, de uma 
quantidade insuficiente de DNA ou deste se encontrar degradado, são possíveis causas da 
detecção deste vírus em apenas 80,3% (53/66) dos LCR positivos estudados. 
Os resultados da caracterização molecular do JCV, encontram-se sumarizados na Tabela 
XVIII. 
Tabela XVIII – Percentagem dos diferentes tipos do Poliomavírus JC identificados  
Tipos do JCV (n = 53) 
1B 2A 2B 3A 4 
56,0% (30/53) 6,0% (3/53) 28,0% (15/53) 4,0% (2/53) 6,0% (3/53) 
JCV, Poliomavírus JC;  
 
Neste estudo, o tipo mais frequentemente identificado foi o 1B (56,0%), o que está de 
acordo com o esperado, uma vez que este é o tipo mais prevalente na Europa (Figura 4). A 
elevada percentagem de tipos asiáticos do JCV, nomeadamente o 2B, pode ser consequência 
25 
 
do aumento da imigração de indivíduos oriundos desta região para o nosso país. 
Contrariamente ao esperado, a detecção do tipo 4, concentrado na região da Península Ibérica 
e no norte da Europa, foi de apenas 6,0%. Por fim, o tipo menos detectado foi o 3A (4,0%), 
normalmente associado às populações do norte de África. A árvore filogenética dos tipos do 
JCV identificados neste estudo encontra-se representada no Anexo 7 (Figura 10). Os produtos 
JCV positivos do painel QCMD de 2009 foram igualmente utilizados para a caracterização 
molecular deste vírus, de forma a validar a metodologia utilizada. Todos os produtos foram 
considerados como sendo do tipo 2B, o que estava de acordo com o referido no painel 
QCMD.  
No caso do BKV, foram estudadas 28 urinas. Destas, oito eram provenientes dos 
Serviços de Imunodeficiência de vários hospitais e foram positivas para o BKV pelo sistema 
comercial JCV/BKV Oligomix Alert kit (Nanogen, EUA). As restantes 20 urinas, foram 
colhidas no Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) e pertenciam a 
indivíduos imunocompetentes. A positividade neste grupo foi de 0% (0/20). 
Os resultados da caracterização molecular dos oito casos BKV estudados (Tabela XIX) 
revelaram que o tipo mais prevalente foi o tipo II (62,5%; 5/8), seguido dos tipos Ib-1, Ib-2 e 
IV, com igual proporção de detecção (12,5%; 1/8). A árvore filogenética dos tipos 
identificados encontra-se representada no Anexo 7 (Figura 11). 
 
Tabela XIX – Percentagem dos diferentes tipos do Poliomavírus BK identificados 
Tipos do BKV (n = 8) 
Ib-1 Ib-2 II IV 
12,5% (1/8) 12,5% (1/8) 62,5% (5/8) 12,5% (1/8) 













CAPÍTULO IV  
 
CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS  
O desenvolvimento e a optimização de novas técnicas de biologia molecular, para o 
diagnóstico e para o estudo dos Poliomavírus humanos, adquirem um papel cada vez mais 
relevante pois, para além de serem métodos de detecção não invasivos, apresentam uma maior 
sensibilidade e especificidade relativamente aos métodos tradicionais de diagnóstico da 
infecção por JCV (imagiologia), por BKV (citologia) e por MCV (histologia). 
Simultaneamente, podem ser aplicados ao diagnóstico, bem como ao estudo da etiopatologia 
dos novos Poliomavírus (KIV e WUV). 
Através dos sistemas de amplificação in house desenvolvidos e optimizados foi possível 
detectar o BKV e os novos Poliomavírus (KIV, WUV e MCV). No caso do BKV, a PCR 
optimizada mostrou ser 100% sensível e 100% específica. 
Para a quantificação do JCV e do WUV, foram desenvolvidas QPCR eficientes, com 
especificidades de 100% e sensibilidades na ordem das 10 cópias/µl. No entanto, se 
considerarmos que a detecção de uma única cópia genómica do JCV no LCR 
(independentemente do volume utilizado no diagnóstico) é um indicador de LEMP emergente 
ou em progressão, a sensibilidade de 10 cópias/µl da QPCR in house, pode ser insuficiente e 
limitativa para o diagnóstico correcto deste vírus. A quantificação do BKV mostrou ser 
eficiente, específica (100%) e com uma sensibilidade adequada ao estudo realizado, 
considerando as limitações inerentes à própria técnica.  
Na caracterização molecular do JCV, e de acordo com o descrito na literatura, o tipo 
europeu 1B foi o mais frequentemente detectado (56,0%). Contrariamente ao esperado, em 
28% dos casos foi identificado o tipo 2B (asiático), possível consequência do aumento da 
imigração para o nosso país de indivíduos de países orientais. Relativamente ao BKV, o tipo 
mais detectado foi o II (62,5%).  
Possíveis linhas de investigação a desenvolver seriam: 1) tentar associar a reactivação 
do JCV a um valor de virémia (em cópias/µl de sangue), de forma a serem tomadas medidas 
terapêuticas que prevenissem a passagem deste vírus para o SNC; 2) realizar um estudo 
epidemiológico em Portugal, para se determinarem as prevalências dos tipos do JCV e do 
BKV; 3) verificar se algum tipo do JCV ou do BKV é mais ou menos virulento (facilidade de 
reactivação, indução de doença e infecção de outros órgãos); 4) aplicar os métodos 
desenvolvidos para os novos Poliomavírus, a produtos biológicos e ao estudo de casos; 5) 
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1. PREPARAÇÃO DE CALIBRADORES DA QPCR DOS 
POLIOMAVÍRUS JC E WU 
a) Fazer uma PCR, com os primers específicos da QPCR, para amplificação da região de 
interesse; b) Com o produto amplificado, iniciar o processo de clonagem, usando o sistema 
comercial TOPO® TA Cloning Kit (with pCR®2.1 vector) without chemically competente E. 
coli (Invitrogen™, EUA), segundo as instruções do fabricante 
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ta_man.pdf); c) Seleccionar as colónias 
brancas (transformantes); d) Transferir cada uma delas para um tubo contendo 4 ml de meio 
LB (Luria-Bertani), com Kanamicina; e) Colocar a 37ºC, durante a noite; f) Dividir os 4 ml 
de suspensão bacteriana por dois novos tubos de 2 ml; g) Conservar a suspensão de um dos 
tubos em meio TSB (Triptic Soy Broth) + glicerol (20%) (Anexos 2); h) Proceder à extracção 
dos ácidos nucleicos da suspensão bacteriana do outro tubo, através do método da fervura 
(Anexo 3); i) Realizar uma PCR com o sistema de primers M13R (5’-
CAGGAAACAGCTATGAC-3’) e M13F (5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’) (Anexo 4); j) 
Analisar os produtos amplificados num gel de agarose; k) Sequenciar os casos positivos para 
confirmar a integração do fragmento; l) Transferir 5 µl, dos 2 ml de suspensão bacteriana 
conservados em TSB+glicerol (20%), para novos tubos contendo 4 ml de LB+Kanamicina; 
m) Colocar a 37ºC, durante a noite; n) Purificar os plasmídeos clonados, através do sistema 
comercial PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen™, USA), de acordo com as 
instruções do fabricante 
 (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/purelink%20_quick_plasmid_qrc.pdf); 
 o) Quantificar os plasmídeos por espectofotometria; p) Calcular o número de cópias/µl de 
acordo com a fórmula:  
Nº. Cópias do Plasmídeo/µl = [DO (ng/µl) / MW (ng/mol)] x Nº. Avogadro 
em que DO = densidade óptica (nanogramas/microlitro) e MW = peso molecular de cada 
plasmídeo (vector com o inserto); q) Fazer diluições seriadas (1:10), até se obterem as 







2. CONSERVAÇÃO DAS SUSPENSÕES BACTERIANAS EM TSB + 
GLICEROL (20%) 
a) Centrifugar 2 ml de suspensão bacteriana, a 2000 rpm durante 5 minutos; b) Recuperar o 
sedimento em 500 µl de TSB+glicerol (20%); c) Guardar a -80ºC. 
 
3. PROTOCOLO DE EXTRACÇÃO DE ÁCIDOS NUCLEÍCOS POR 
FERVURA 
a) Centrifugar 2 ml de suspensão bacteriana, durante 10 minutos, a 14000 rpm; b) Rejeitar o 
sobrenadante; c) Lavar cuidadosamente o sedimento com soro fisiológico; d) Ressuspender 
em 100 µl de água (SIGMA); e) Colocar num banho a 100ºC, durante 10 minutos; f) 
Centrifugar durante 10 minutos, a 14000 rpm; g) Transferir o sobrenadante para um novo 
tubo; h) Guardar a -20ºC. 
 
4. CONDIÇÕES DA PCR PARA CONFIRMAÇÃO DA CLONAGEM  
A tabela seguinte (Tabela XX) mostra as condições da PCR utilizada para a 
confirmação da clonagem, na obtenção das construções do JCV e do WUV. 
 
 
Tabela XX – Condições da PCR utilizada na confirmação dos clones dos Poliomavírus JC e WU obtidos 
Poliomavírus 
Condições da Reacção de Amplificação 
Perfis de Amplificação 
Reagentes Concentração na Reacção 
JCV/WUV 
Tampão de Reacção 1X  
Cada dNTP 0,4 mM      95ºC, 10 minutos 
MgCl2 2,5 mM           95ºC, 30 segundos 
M13F 0,4 µM           52ºC, 30 segundos         40x 
M13R 0,4 µM           72ºC, 30 segundos 
AmpliTaqGold 1 U 72ºC, 5 minutos 
DNA 5 µL  
 
5. RESULTADOS DAS CONDIÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO 
UTILIZADAS NA DETECÇÃO DOS POLIOMAVÍRUS BK, KI, WU e 
MC 
A Figura 6 mostra os resultados da optimização das PCR na amplificação do BKV, do 



















6. RECTAS DE CALIBRAÇÃO DA QPCR DOS POLIOMAVÍRUS JC, 
WU E BK 
As figuras que se seguem são exemplos de rectas de calibração obtidas nas QPCR do 
JCV, do WUV e do BKV. 
 
 
Figura 7 – Exemplo de uma recta de calibração da quantificação do Poliomavírus JC. 
 
 
1    2     3    4     5     6    7    8     1    2    3     4     
Figura 6 – Resultados da optimização da PCR dos Poliomavírus BK, do KI, do WU e do MC. a) amplificação do BKV utilizando 2,5 mM de 
MgCl2 e 2,5 U polimerase (1), 2,5 mM de MgCl2 e 1,5 U polimerase (2), 1,5 mM de MgCl2 e 2,5 U polimerase (3) e 1,5 mM de MgCl2 e 1,5 U 
polimerase (4); b) amplificação do KIV utilizando 2,5 mM de MgCl2 e 2,5 U polimerase (1), 2,5 mM de MgCl2 e 1,5 U polimerase (2), 1,5 
mM de MgCl2 e 2,5 U polimerase (3) e 1,5 mM de MgCl2 e 1,5 U polimerase (4) e resultados do nested-PCR (5-8); c) amplificação do MCV 
utilizando 2,5 mM de MgCl2 e 2,5 U polimerase (1), 2,5 mM de MgCl2 e 1,5 U polimerase (2), 1,5 mM de MgCl2 e 2,5 U polimerase (3) e 1,5 
mM de MgCl2 e 1,5 U polimerase (4); d) amplificação do WUV utilizando 2,5 mM de MgCl2 e 2,5 U polimerase (1), 2,5 mM de MgCl2 e 1,5 U 
polimerase (2), 1,5 mM de MgCl2 e 2,5 U polimerase (3) e 1,5 mM de MgCl2 e 1,5 U polimerase (4) e controlo negativo (5). M – Marcador 
molecular VIII (Roche, Suiça). 
 
c) d) 
M M M M M 
a) b) 



































































































Figura 10 - Árvore filogenética do Poliomavírus JC, baseada em 53 sequências parciais do gene da VP1 obtidas por PCR, seis sequências 
de referência dos genótipos identificados: Mad-1 (tipo 1A), #123 (tipo 1B), 242A (tipo 2A), GS/B (tipo 2B), SA28_03 (tipo 3A) e #402 

























Figura 11 - Árvore filogenética do Poliomavírus BK, baseada em 8 sequências parciais do gene da VP1 obtidas por PCR, cinco sequências 
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Tipo de Apresentação: Poster 
Resumo do Trabalho: Introdução: Estudos seroepidemiológicos apontam para uma elevada prevalência do BKV na população mundial, na 
ordem dos 75%. A primo-infecção ocorre maioritariamente durante a infância dos indivíduos, por volta dos 5 a 10 anos de idade com um 
valor de seroprevalência equivalente aos observados na idade adulta. Os sintomas da infecção primária são muitas vezes subclínicos ou 
semelhantes a um síndrome gripal. 
Após a infecção inicial, o BKV persiste num estado latente e assintomático, ao nível dos rins, podendo haver reactivação sempre que existam 
alterações do sistema imunitário do hospedeiro. Nestes casos, podem surgir complicações graves, tais como as nefropatias associadas a 
Poliomavírus ou as cistites hemorrágicas, as quais são acompanhadas de um aumento da virúria. No caso dos indivíduos recém-transplatados, 
a reactivação do BKV pode conduzir à perda de função e/ou rejeição do transplante renal. 
Objectivo: Determinação da carga viral e caracterização molecular do BKV na urina. 
Material e Métodos: Foram estudados 28 indivíduos, 20 saudáveis e 8 imunocomprometidos. Os estudos da carga viral e caracterização 
molecular do BKV foram realizados em 8 urinas positivas pelo sistema comercial JCV/BKV Oligomix Alert kit. A quantificação foi 
realizada através do sistema comercial BKV Q-PCR Alert Kit e a caracterização molecular por sequenciação dos produtos da PCR in-house. 
O sistema BKV Q-PCR Alert Kit foi avaliado através do Painel de Controlo de Qualidade QCMD de 2008 e 2009. 
Resultados: Os valores da carga viral variaram entre as 200 cópias/µl e 1,89x107 cópias/µl. Os resultados obtidos no estudo do painel do 
QCMD permitiram calcular a sensibilidade (68,8%) e especificidade (100%) para esta metodologia. O tipo de BKV mais prevalente foi o 
tipo II (68,5%). 
Discussão: A quantificação do BKV mostrou ser eficiente, revelando valores de sensibilidade e especificidade adequados ao estudo 
realizado. Do ponto de vista clínico, a excreção do BKV na urina apenas parece ter significado nos casos em que a carga viral é superior a 
1x104 partículas/µl. Estes resultados são preliminares e estão integrados num estudo em curso no laboratório. 
